肺癌为临床常见恶性肿瘤，2014年肺癌约占所有恶性肿瘤死亡率的1/4，约占所有新发肿瘤的14%^\[[@b1]\]^，其中非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）约80%^\[[@b2]\]^。目前临床对NSCLC广泛采纳以解剖为基础的TNM（tumor-node-metastasis）分期及组织病理学作为治疗及预后判断的标准，但近年来出现许多指导NSCLC治疗策略的新观念，典型例子是表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor, *EGFR*）突变与EGFR-酪氨酸激酶抑制剂（tyrosine-kinase inhibitor, TKI）治疗，*ALK*基因重排与克唑替尼治疗的故事等。此外生物标志物对肺癌的经典治疗------化疗疗效的预测研究也不断被报道，如目前认为核苷酸切除修复交叉互补组（excision repair cross-complementing 1, ERCC1）、核苷酸还原酶M1（ribonucleotide reductase subunit 1, RRM1）、胸苷酸合成酶（thymidylate synthase, TS）表达水平与NSCLC治疗与预后密切相关，其中ERCC1与肺癌铂类治疗耐药及预后相关，RRM1与吉西他滨治疗耐药及预后相关，TS与培美曲塞耐药及预后相关。2009年美国国立综合癌症网络（National Comprehensive Cancer Network, NCCN）推荐ERCC1和RRM1蛋白表达与*EGFR*基因突变一起，作为评估肺癌化疗后预后与预测治疗的标记物。本文就ERCC1、RRM1及TS在NSCLC中的意义尤其是生存意义做一简要综述。

1. ERCC1 {#s1}
========

1.1. 概况 {#s1-1}
---------

ERCC1是体内重要的DNA修复酶的编码基因，其编码的蛋白是核酸切除修复途径（nucleotide excision repair, NER）的限速酶，而NER是DNA切除修复的主要途径^\[[@b3]\]^，*ERCC1*基因位于染色体19q13.2-q13.3，基因全长15 kb，含10个外显子，编码297个氨基酸的蛋白，与着色性干皮病基因F（xeroderma pigmentosum pomp lementary group F, XPF）形成异二聚体ERCC1-XPF，在DNA单链受损处的5'端进行识别和剪切而发挥功能^\[[@b4]\]^，因此，ERCC1在肿瘤的发生发展及预后中发挥着巨大的效用。临床常用免疫组织化学（immunohistochemistry, IHC）或实时定量聚合酶链式反应（quantitative real-time polymerase chain reaction, qRT-PCR）检测ERCC1表达，IHC较qRT-PCR使用率高，一方面由于IHC方法简易、性价比高；另一方面IHC更能直接显示肿瘤细胞中ERCC1蛋白表达的百分数和强度，而qRT-PCR仅显示肿瘤及周边非肿瘤组织混合表达的整体情况。IHC检测ERCC1表达的蛋白的水平，qRT-PCR检测mRNA水平。IHC检测ERCC1蛋白阳性者镜下显示细胞核中出现棕黄色颗粒。

1.2. ERCC1作用机制 {#s1-2}
------------------

ERCC1是NER的限速酶，负责对DNA的损伤进行识别和剪切，避免复制错误。而NER是DNA切除修复的主要途径^\[[@b3]\]^，修复机制是通过切除吸烟、大气污染、电离辐射等理化因素损伤的DNA，而形成的DNA加合物，以互补链为模板复制并修复损伤DNA来维护基因组的完整。因此，ERCC1通过控制NER而最终控制DNA的复制。

1.3. ERCC1对NSCLC预后及疗效的预测 {#s1-3}
---------------------------------

### 1.3.1. ERCC1在含铂方案中的作用 {#s1-3-1}

近年来研究^\[[@b5]\]^报道ERCC1的表达与肺癌预后及铂类化疗耐药有关。铂类作为NSCLC联合化疗应用最广泛的药物，以铂类药物为基础的双药联合方案目前仍然是NSCLC尤其是晚期NSCLC的一线化疗方案，但晚期NSCLC有效率仅为30%-40%，中位生存期8个月-12个月^\[[@b6]\]^。顺铂引起的损伤主要由细胞内NER进行切除修复^\[[@b7]\]^，其作用机制是ERCC1与肿瘤细胞的DNA进行交联致DNA的损伤及断裂，从而抑制肿瘤细胞的不断增殖。

### 1.3.2. ERCC1在可手术切除的NSCLC治疗与预后 {#s1-3-2}

Simon等^\[[@b8]\]^对51例可手术切除的NSCLC术后组织中ERCC1 mRNA水平采用反转录聚合酶链式反应（reverse transcription-PCR, RT-PCR）检测，发现ERCC1表达水平与患者预后呈正相关，即高表达组的中位生存期明显优于低表达组，中位生存期分别为94.6个月与34.5个月（*P*=0.01）。为明确ERCC1能否预测铂类联合方案在NSCLC术后辅助化疗的疗效，Olaussen等^\[[@b9]\]^采用IHC方法检测国际肺癌临床试验（International Adjuvant Lung Trial, IALT）入组的761例NSCLC患者手术切除肿瘤组织中的ERCC1的表达情况。发现ERCC1阴性NSCLC患者能从铂类联合辅助化疗中受益（HR=0.65; 95%CI: 0.50-0.86;*P*=0.002），而ERCC1阳性却不能获益（HR=1.14; 95%CI: 0.84-1.55; *P*=0.4）。对于单纯手术的患者，ERCC1阴性患者的预后差。

### 1.3.3. ERCC1在晚期NSCLC治疗与预后 {#s1-3-3}

Lord等^\[[@b10]\]^通过RT-PCR技术回顾性分析了56例晚期（Ⅲb期/Ⅳ期）NSCLC患者ERCC1 mRNA的表达与化疗疗效（吉西他滨联合顺铂）关系，表明ERCC1的表达程度与化疗疗效明显相关，晚期NSCLC肿瘤中的ERCC1 mRNA低表达组中位生存期优于高表达组，分别为61.6周*vs* 20.4周（*P*=0.009）。Cobo等^\[[@b11]\]^根据ERCC1 mRNA表达水平进行了一项选择性应用铂类药物的多中心、随机Ⅲ期对照试验，共入组444例的Ⅳ期NSCLC患者，该研究显示依据ERCC1 mRNA表达水平，对铂类进行选择性用药组优于非选择含铂双药联合方案的传统治疗模式，客观缓解率分别为59.7%与39.3%（*P*=0.02）。高志强、韩宝惠等^\[[@b12]\]^为验证ERCC1表达水平与铂类药物治疗和预后关系，入组222例晚期（Ⅲb期/Ⅳ期）NSCLC患者。采用IHC方法检测ERCC1蛋白在肺癌组织的表达。按2:1的比例随机分为个体化治疗组（*n*=147）及标准治疗组（*n*=75）。标准治疗组采用含铂化疗方案。个体化治疗组中ERCC1蛋白高表达的患者采用不含铂类药物的化疗方案，ERCC1蛋白低表达的患者采用含铂化疗方案。结果显示个体化治疗组的中位生存期优于对照组（13.3个月*vs* 10.2个月，*P*=0.041）。

2. RRM1 {#s2}
=======

2.1. RRM1概况 {#s2-1}
-------------

*RRM1*基因通过编码合成核糖核苷酸还原酶的亚基M1^\[[@b13]\]^。其编码的蛋白RRM1是DNA合成通路中的限速酶，在DNA合成中起到限速、调节作用，*RRM1*基因位于染色体11p15.5，包含19个外显子，编码792氨基酸蛋白质^\[[@b14]\]^。临床工作中常用IHC和qRT-PCR检测RRM1，蛋白表达水平的检测常用IHC技术，IHC检测RRM1蛋白阳性染色定位于细胞质，镜下显示为胞质中出现的大小不一的棕黄色染色颗粒。近期研究^\[[@b15]\]^显示，使用精确定量分析（accurate quantitative analysis, AQUA）检测RRM1蛋白评分方法明显优于IHC的H-评分，因此，AQUA检测RRM1蛋白的方法在未来将可能会广泛地取代IHC和qRT-PCR方法。

2.2. RRM1作用机制 {#s2-2}
-----------------

RRM1是核苷酸结合位点之一，它与RRM2共同构成核糖核苷酸还原酶（ribonucleotide reductase, RR），RR是DNA合成的限速酶，该酶作用是使二磷酸核苷酸（ribonucleoside diphosphates, rNDP）转化为二磷酸脱氧核苷酸（deoxyribonucleoside diphosphates, dNDP），dNDP是DNA合成和修复必需原料的前体，因此，RRM1通过控制DNA的合成从而控制细胞的增殖。

2.3. RRM1预后及疗效预测 {#s2-3}
-----------------------

### 2.3.1. RRM1在含吉西他滨化疗方案中的运用 {#s2-3-1}

吉西他滨是嘧啶类抗代谢药物，吉西他滨进入细胞内后经过核苷激酶的作用转化成具有活性的二磷酸核苷（5-diphosphate, dFdCDP）及三磷酸核苷（5-triphosphate, dFdCTP），通过抑制DNA合成而发挥细胞毒作用^\[[@b16]\]^，首先，dFdCDP抑制RR的活性，使合成DNA必需的三磷酸脱氧核苷产生减少，尤其使dCTP（deoxycytidine 5-triphosphate）产生减少，dCTP是DNA合成的原料，使DNA合成减少。其次，dFdCTP与dCTP竞争掺入至DNA链中，DNA聚合酶不能去除掺入的吉西他滨及修复延长的DNA链，从而引起DNA链断裂最终导致细胞凋亡。

### 2.3.2. RRM1在可手术切除的NSCLC治疗与预后 {#s2-3-2}

Bepler等^\[[@b17]\]^应用qRT-PCR方法对77例早期NSCLC术后标本中RRM1表达情况进行了前瞻性研究，结果提示RRM1是决定预后的独立危险因素，显示在多变量分析中，RRM1独立于肿瘤的分期、一般状况、体重丢失等，可作为手术切除的NSCLC术后独立的预后因子（HR=0.452, 95%CI: 0.203-1.006），其高表达组较低表达组拥有更长的生存，更低的复发率。Zheng等^\[[@b5]\]^报道187例未接受任何辅助化疗患者，通过根治性切除肿瘤标本进行RRM1蛋白水平的预后价值研究，显示RRM1蛋白高表达组总生存时间优于RRM1蛋白低表达组（120个月*vs* 60.2个月；*P*=0.02）。

### 2.3.3. RRM1在晚期NSCLC治疗与预后 {#s2-3-3}

晚期NSCLC患者中，RRM1的预后价值，主要通过以吉西他滨为基础联合铂类治疗方案来进行研究^\[[@b18]\]^，Rosell等^\[[@b19]\]^通过一组吉西他滨联合顺铂治疗的患者的RRM1 mRNA水平对预后生存的潜在预测价值分析，显示RRM1 mRNA低表达水平组中位生存期明显优于RRM1 mRNA高表达组（13.7个月*vs* 3.6个月，*P*=0.009）。Lee等^\[[@b20]\]^通过IHC检测40例采用吉西他滨治疗的晚期NSCLC患者的RRM1蛋白表达水平，显示RRMl阳性患者在生存期（5.1个月*vs* 12.9个月，*P*=0.022）和疾病控制率（23% *vs* 56%, *P*=0.053）方面均较RRM1阴性差。Rosell和Lee的研究中，均显示晚期的NSCLC中RRM1表达与疾病的预后呈负相关。

3. TS {#s3}
=====

3.1. TS概况 {#s3-1}
-----------

TS是一种叶酸依赖性酶，由两个相同的亚基构成，是DNA合成的关键酶，也是培美曲塞、5-氟尿嘧啶（5-fluorouracil, 5-FU）为基础化疗的靶向酶^\[[@b21]\]^。TS是培美曲塞等叶酸抑制剂的的重要作用靶点，其基因定位于人18号染色体短臂18p11.32，长约16×10^3^bp^\[[@b22]\]^。临床中常用IHC和qRT-PCR两种方法检测TS，qRT-PCR检测TS敏感性高，但需要足量的新鲜肿瘤组织标本，且检测费用昂贵。IHC检测TS更常用，因为方法相对简单，此外，既往研究中的IHC采用H-评分法可以得到一致的结果，IHC检测TS表达阳性的肿瘤细胞的细胞质被染成棕褐色。

3.2. TS作用机制 {#s3-2}
---------------

TS是体内调节四种核苷酸数量平衡的关键酶，TS通过甲基化脱氧尿嘧啶核苷酸（deoxyuridine monophosphate, dUMP）形成脱氧胸嘧啶核苷酸（deoxythymidine monophosphate, dTMP），dTMP进一步在细胞内代谢为三磷酸胸嘧啶，三磷酸胸嘧啶为DNA合成和修复的基本原料，因此，TS是dTMP从头合成的限速酶，在DNA合成与修复、细胞增殖与分化中起非常重要的作用^\[[@b23]\]^。并且TS是叶酸代谢关键酶，叶酸是核苷酸和DNA合成及甲基化的重要前体物质。低叶酸水平是引起DNA链断裂，导致遗传物质不稳定和癌症风险增加的关键决定因素^\[[@b24]\]^。

3.3. TS预后及疗效预测 {#s3-3}
---------------------

### 3.3.1. TS在含培美曲塞化疗方案中的作用 {#s3-3-1}

NCCN指南已将培美曲塞（pemetrexed）推荐为晚期NSCLC中腺癌的标准治疗方案之一。TS参与DNA复制和修复，是主要的叶酸依赖酶，培美曲塞作为TS的新一代的多靶点抗叶酸制剂，它在体内产生的多聚谷胺酸代谢物来抑制包括TS、二氢叶酸还原酶（dihydrofolate reductase）和甘氨酰胺核苷甲酰转移酶（glycinamide ribonucleotide formyltransferase），而被抑制的这几种酶是参与嘌呤和嘧啶合成的关键酶^\[[@b25]\]^。根据Liu等^\[[@b26]\]^纳入8项研究的荟萃分析显示TS低表达的患者可从培美曲塞化疗中明显获益（PFS: HR=0.63, 95%CI: 0.52-0.76; OS: HR=0.74, 95%CI: 0.63-0.88），TS表达水平的增加可能是培美曲塞耐药原因。

### 3.3.2. TS与组织学的关系及预后 {#s3-3-2}

Nakagawa等^\[[@b27]\]^通过IHC测定109例Ⅰ期根治性手术切除NSCLC肿瘤组织中TS活性，研究其与肿瘤增殖程度的关系，结果显示肿瘤组织中TS高表达组肿瘤增殖率明显高于TS低表达组，分别为48.2%和34.4%。提示肿瘤组织TS水平越高，癌细胞的增殖活性越高（*P*=0.020）。郭惠琴等^\[[@b28]\]^通过IHC检测111例NSCLC患者的肿瘤标本TS表达情况，表明鳞癌患者的肿瘤组织中TS表达水平较其他组织学类型高（*P*=0.031）。既往Ⅲ期临床试验^\[[@b29]\]^证实，培美曲塞治疗肺腺癌的疗效好于肺鳞癌。TS在鳞癌患者的肿瘤组织中表达水平较其他组织学类型高。Ceppi等^\[[@b30]\]^在56例NSCLC标本中发现TS mRNA水平明显高于腺癌（2.17*vs* 1.16, *P* \< 0.000, 1）。Peterson等^\[[@b31]\]^对培美曲赛和多西他赛二线治疗NSCLC头对头的Ⅲ期随机研究进行的回顾性分析发现，在对鳞癌的患者中多西他赛疗效好于培美曲赛；在对非鳞癌的患者，培美曲赛疗效好于多西他赛。同样的Sun等^\[[@b32]\]^通过IHC检测使用培美曲塞为基础的化疗方案的285例非鳞癌的NSCLC的TS蛋白，在多变量分析中，以培美曲塞为基础的化疗TS阴性组对比阳性组有更长的无进展生存期（HR=0.7, 95%CI: 0.51-0.97）。

4. 小结 {#s4}
=======

综上所述，ERCC1、RRM1及TS均是保证DNA不断复制的关键酶，虽然目前的研究显示的数据表明生物标记物表达水平不同，将直接影响到相关药物的疗效，根据基因表达的效果而选择对应的药物，从而达到更佳的治疗目的，但是，大多数均为回顾性的研究，少数为前瞻性研究。就目前的研究结果并不能作为临床常规诊疗的标准，因此大家更广泛的接受以病理类型、临床分期决定患者的治疗方案。化疗又是NSCLC的主要治疗方式之一，特别是晚期NSCLC患者，不同的个体对化疗的敏感性存在较大差异，这种差异使得医生在面对不同的患者而选择不同的方法，个体化的治疗越来越凸显，因此，针对分子标志物表达的不同及耐药的关系而选择个体化治疗，从而避免过度治疗或治疗不够，将仍然是NSCLC研究的重要内容之一。
